Production of polycolonal antibody against domain 2-4 of protective antigen of Bacillus anthracis in laboratory animals by Honari, H. et al.
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از ( آﻧﺘﺮاﻛﺲ)ﺑﺎﺳﻴﻞ ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎري ﺳﻴﺎه زﺧﻢ 
 ﻛﺸﻒ 91اوﻟﻴﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎﻳﻲ اﺳﺖ ﻛﻪ در ﻧﻴﻤﻪ دوم ﻗﺮن 
ﻧﺎم ﺑﻴﻤﺎري از ﻛﻠﻤﻪ ﻳﻮﻧﺎﻧﻲ آﻧﺘﺮاﻛﻴﺰ (. 1)ﮔﺮدﻳﺪ 
 ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪه( laoC) ﺑﻪ ﻣﻌﻨﺎي زﻏﺎل ﺳﻨﮓ (sikarhtnA)
اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﻪ واﺳﻄﻪ زﺧﻢ ﻫﺎي ﺳﻴﺎه ﺷﺒﻪ زﻏﺎل ﺳﻨﮓ ﻛﻪ 
ﺑﺮ روي ﭘﻮﺳﺖ در آﻧﺘﺮاﻛﺲ ﭘﻮﺳﺘﻲ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪه اﺳﺖ، 
اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﻢ اﻛﻨﻮن ﺑﻪ ﻋﻨﻮان . ﺷﻮد ﺑﻪ اﻳﻦ ﻧﺎم ﻧﺎﻣﻴﺪه ﻣﻲ
از ﭘﺎﻛﺖ ﻫﺎي . ﺑﺎﺷﺪ ﻳﻚ ﺳﻼح ﺑﻴﻮﺗﺮورﻳﺴﺘﻲ ﻣﻄﺮح ﻣﻲ
  ﺳﺎل  ﺑﻴﻮﺗﺮورﻳﺴﺘﻲ ﺣﻤﻠﻪ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي در آﻟﻮده ﺑﻪ اﺳﭙﻮر
  
 ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ(. 2)ﺷﺪه اﺳﺖ  اﺳﺘﻔﺎده آﻣﺮﻳﻜﺎ 1002
 ﺷﺎﻣﻞ ژن ﻫﺎي )1OXpداراي دو ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺰرگ 
( ﻛﭙﺴﻮلﺷﺎﻣﻞ ژن ﻫﺎي ﻣﻮﻟﺪ  )2OXpو ( ﺗﻮﻛﺴﻴﻚ
در ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﻋﺎﻣﻞ اﺧﻴﺮ ﻳﻌﻨﻲ ﻛﭙﺴﻮل، ﻋﺎﻣﻞ ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻛﻨﻨﺪه  ﻣﻲ
 ﻣﺎﻛﺮوﻓﺎژﻫﺎي ﺑﻴﻤﺎري زاﻳﻲ ﺑﻮده و ﺑﺎﻛﺘﺮي را در ﺑﺮاﺑﺮ ﻫﺠﻮم
ﺎ واﺳﻄﻪ ﻳﻚ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺑ. ﻛﻨﺪ ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻣﻲ
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺷﺎﻣﻞ  3ﺷﻮد ﻛﻪ   اﻳﺠﺎد ﻣﻲ1OXp ﻳﺎ 1ABPﺑﻪ ﻧﺎم 
آﻧﺘﻲ ژن  ،(aDk 98 ;FE=rotcaF amedE )ﻓﺎﻛﺘﻮر ادم
و ﻓﺎﻛﺘﻮر  (aDk 38 ;AP=negitnA evitcetorP )ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻛﻨﻨﺪه
  :ﭼﻜﻴﺪه
ﺑﺎﺷﺪ ﻳﻚ ﺑﻴﻤﺎري ﻋﻔﻮﻧﻲ ﺣﺎد اﺳﺖ و   ﻣﻲﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲآﻧﺘﺮاﻛﺲ ﻛﻪ ﻣﺴﺒﺐ آن ﺑﺎﻛﺘﺮي  :و ﻫﺪفزﻣﻴﻨﻪ 
 ﻳﻚ اﮔﺰوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺳﻪ ﺟﺰﻳﻲ ﺷﺎﻣﻞ ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲﻓﺮم روﻳﺸﻲ . اﻓﺘﺪ ﺧﻮاران و اﻧﺴﺎن اﺗﻔﺎق ﻣﻲ اﻏﻠﺐ در ﮔﻴﺎه
 و ﻓﺎﻛﺘﻮر ادم ( FL=rotcaF lahteL)، ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﺸﻨﺪه (AP=negitnA evitcetorP)ﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ ژن ﺣ
آﻧﺘﻲ ژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻳﻚ اﻳﻤﻮﻧﻮژن اوﻟﻴﻪ ﺑﺮاي ﺗﻮﺳﻌﻪ اﻳﻤﻨﻲ ﺣﻤﺎﻳﺘﻲ . ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ( FE=rotcaF amedE)
 آﻧﺘﻲ ژن ﺣﻔﺎﻇﺖ 2-4اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺎ ﻫﺪف ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻋﻠﻴﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ  .ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ آﻧﺘﺮاﻛﺲ ﺑﺮرﺳﻲ ﺷﺪه اﺳﺖ
 .ﻛﻨﻨﺪه اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي در ﺣﻴﻮاﻧﺎت آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ ﻃﺮاﺣﻲ و اﺟﺮا ﺷﺪه اﺳﺖ
  وIHmaB ﺑﺎ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﺎي آﻧﺰﻳﻤﻲ IOXpاز ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  AP  ژن2-4ﻧﺎﺣﻴﻪ در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ  : ﺑﺮرﺳﻲروش
اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻠﻲ  در ﺑﺎﻛﺘﺮي +(a82TEp)وﻛﺘﻮر .  ﺗﻜﺜﻴﺮ و در وﻛﺘﻮرﻫﺎ ﻛﻠﻮن و ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﺷﺪRCPﺑﻪ روش   IIIdniH
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ .  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪAP، ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ژن GTPIﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ .   ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﮔﺮدﻳﺪ)3ED(12LBﺳﻮﻳﻪ 
ﺳﭙﺲ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه از ﺳﺮم ﻣﻮش و ﺧﺮﮔﻮش   ﻧﻮﺑﺖ ﺑﻪ ﻣﻮش و ﺧﺮﮔﻮش ﺗﺰرﻳﻖ ﺷﺪ؛4ﺷﺪه در 
  .ﺟﺪاﺳﺎزي و ﺗﻮﺳﻂ آزﻣﻮن اﻻﻳﺰا ﺗﺎﻳﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ
، آﻧﺎﻟﻴﺰ RCP ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ ي ﺗﻮاﻟﻲ ﻳﺎﺑﻲ، )+(a82TEpﻛﻠﻮن ﺷﺪه در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ AP ژن  2-4ﻧﺎﺣﻴﻪ  :ﻳﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎ
اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي .  آﻣﻴﺪ و ﻟﻜﻪ ﮔﺬاري وﺳﺘﺮن ﻣﻮرد ﺗﺄﻳﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ، اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز در ژل ﭘﻠﻲ اﻛﺮﻳﻞآﻧﺰﻳﻤﻲ
  .اﻻﻳﺰا ﺗﺎﻳﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ در ﺧﻮن ﻣﻮش و ﺧﺮﮔﻮش ﺗﻮﺳﻂ آزﻣﻮن 
 واﻛﺴﻦ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻃﺮاﺣﻲﺗﻮان از آن در  ، ﻣﻲAPﺑﻮدن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻤﻮﻧﻮژن  :ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮي
  .ادﺟﻮاﻧﺖ ﻗﻮي ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻣﺨﺎﻃﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮد
  
  .، روش اﻻﻳﺰاآﻧﺘﻲ ژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه، آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي، آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس: ﻫﺎي ﻛﻠﻴﺪي واژه
      دﻛﺘﺮ ﺣﺴﻴﻦ ﻫﻨﺮي و ﻫﻤﻜﺎران                                                      آﻧﺘﻲ ژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه ﺑﺎﻛﺘﺮي2-4ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻋﻠﻴﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
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. ﻛﻨﺪ  را ﻛﺪ ﻣﻲ(aDk 09 ;FL=rotcaF lahteL )ﻣﺮگ ﺳﻠﻮﻟﻲ
 اﺛﺮي ﻧﺪاﺷﺘﻪ و دو ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ ﻫﻴﭻ ﻛﺪام از اﻳﻦ ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎ ﺑﻪ
 APدر ﺻﻮرﺗﻲ ﻣﻮﺛﺮﻧﺪ ﻛﻪ ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ FL  و FE ﻓﺎﻛﺘﻮر
ﺑﺎﺷﻨﺪ؛ در اﻳﻦ ﺻﻮرت ادم زﻳﺮ ﭘﻮﺳﺘﻲ و ﻣﺮگ ﺳﻠﻮﻟﻲ 
  (.3-5)ﻛﻨﺪ  ﺑﺮوز ﻣﻲ
ﺑﺎﺷﺪ؛   ﻏﻴﺮ ﺳﻤﻲ ﻣﻲFL و  FE ﺑﺪونAPﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
، ﻓﺎﻗﺪ %(96 )T/A ﻛﺪ ﺷﺪه و ﻏﻨﻲ از gaPﺑﻮﺳﻴﻠﻪ ژن 
ﺪآﻣﻴﻨﻪ و  اﺳﻴ537داﻟﺘﻮن،   ﻛﻴﻠﻮ38ﺳﻴﺴﺘﺌﻴﻦ، داراي وزن 
 ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ وﻇﻴﻔﻪ ورود ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻣﺴﻄﺢ و ﺑﻠﻨﺪ ﻣﻲ
ﻤﭽﻨﻴﻦ داراي  را در ﺳﻴﺘﻮزول ﺑﺮ ﻋﻬﺪه دارد؛ ﻫFL و FE
 اﻟﻲ 1 ﺷﺎﻣﻞ اﺳﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ 1ﻧﺎﺣﻴﻪ  (.7،6)ﺑﺎﺷﺪ   ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻣﻲ4
 ﻛﻴﻠﻮ داﻟﺘﻮﻧﻲ اﺳﺖ ﻛﻪ در 02 و در ﺑﺮﮔﻴﺮﻧﺪه ﺟﺰء 852
 از اﺳﻴﺪ 2 ﻧﺎﺣﻴﻪ .اﺛﺮ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﭘﺮوﺗﺌﺎزﻫﺎ از آن ﺟﺪا ﻣﻲ ﺷﻮد
 ﺗﺸﻜﻴﻞ ﺷﺪه و ﻣﺴﺌﻮل اﻳﺠﺎد ﻣﻨﺎﻓﺬي 784 اﻟﻲ 952آﻣﻴﻨﻪ 
 ﺗﺎ 884 از اﺳﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ ﻫﺎي 3ﻧﺎﺣﻴﻪ . در ﻏﺸﺎي ﺳﻠﻮل اﺳﺖ
 ﺗﺸﻜﻴﻞ ﺷﺪه و در اﺗﺼﺎل ﻋﺎﻣﻞ ﻣﺮگ آور و ﺗﻮرم زا 595
 در 4 ﻧﺎﺣﻴﻪ .ﺑﻪ آﻧﺘﻲ ژن ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻛﻨﻨﺪه دﺧﺎﻟﺖ دارد
 695ﻃﺮف ﻛﺮﺑﻮﻛﺴﻴﻞ اﻧﺘﻬﺎﻳﻲ ﻗﺮار دارد و از اﺳﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ 
 ﺗﺸﻜﻴﻞ ﺷﺪه اﺳﺖ و ﺣﺎوي ﺟﺎﻳﮕﺎه اﺗﺼﺎل ﺑﻪ 537ﻟﻲ ا
 ﺑﺮاي اﻳﻨﻜﻪ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﺳﻤﻴﺖ. (8) ﻏﺸﺎي ﺳﻠﻮل اﺳﺖ
 ﺑﺎﻳﺪ ﺑﺮ روي ﺳﻄﺢ ﺳﻠﻮل APﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻫﺎ اﺗﻔﺎق ﺑﻴﺎﻓﺘﺪ، 
اﺑﺘﺪا ﺑﻪ رﺳﭙﺘﻮر ( 38 aDk )AP  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ. ﻣﺴﺘﻘﺮ ﺷﻮد
روي ﻏﺸﺎي ﺳﻠﻮل ﻫﺪف ﻣﺘﺼﻞ ﻣﻲ ﺷﻮد؛ ﺳﭙﺲ در ﺑﻴﻦ 
 ﺑﻪ دو )grA-syL-syL-grA(461-761اﺳﻴﺪﻫﺎي آﻣﻴﻨﻪ 
 و ﻣﺘﺼﻞ ﺑﻪ رﺳﭙﺘﻮر ﺑﺎﻗﻲ AP( 36 aDk)ﻗﻄﻌﻪ ﻛﻪ ﻳﻜﻲ 
 ﻛﻪ آزاد ﻣﻲ ﺷﻮد، AP( 02aDk) ﻣﺎﻧﺪ و دﻳﮕﺮي ﻣﻲ
ﻏﻴﺮ ﻓﻌﺎل ﺑﻪ ﻓﺮم  از ﻓﺮم APﺷﻜﺴﺘﻪ ﺷﺪه و ﺑﻪ اﻳﻦ ﺻﻮرت 
 8 ﻳﺎ 7 ﻓﻌﺎل ﺷﺪه ﺳﭙﺲ ﺑﺎ  AP.ﻓﻌﺎل ﺗﺒﺪﻳﻞ ﻣﻲ ﺷﻮد
 ﻳﺎ  ﺷﻜﺴﺘﻪ ﺷﺪه دﻳﮕﺮ ﻳﻚ ﻣﻨﻔﺬ ﻫﭙﺘﺎﻣﺮيAPﻣﻮﻟﻜﻮل 
 FEاﻛﺘﺎﻣﺮي را ﺗﺸﻜﻴﻞ ﻣﻲ دﻫﺪ ﻛﻪ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان وﺳﻴﻠﻪ اﻧﺘﻘﺎل 
 ﺑﻪ ﻃﻮر رﻗﺎﺑﺘﻲ ﺑﻪ ﻫﭙﺘﺎﻣﺮ  FE  و FL. ﻋﻤﻞ ﻣﻲ ﻛﻨﺪFLﻳﺎ 
  (.01،9 )اﻳﺠﺎد ﺷﺪه ﻣﺘﺼﻞ ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ
 ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﺎﻧﺪﻳﺪاي اﺻﻠﻲ ﺑﺮاي APﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
. ﺗﺤﻘﻴﻖ در ﺳﺎﺧﺖ واﻛﺴﻦ در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪه اﺳﺖ
ﺷﻮد،   ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﻲFE و FL وﻗﺘﻲ در ﻏﻴﺎب APﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﻗﺎدر ﺑﻪ اﻳﺠﺎد ﺣﻤﺎﻳﺖ ﻣﻮﺛﺮ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻳﻚ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﻳﺎ واﻛﺴﻦ ﺿﻌﻴﻒ ﺧﺎﻟﺺ ﻳﺎ ﻳﻚ واﻛﺴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ و 
  (. 11-31) ﺑﺎﺷﺪ ﺷﺪه ﻣﻲ
ﻳﻜﻲ از راه ﻫﺎي ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ اﺷﺨﺎص در ﺑﺮاﺑﺮ 
 اﺳﺘﻔﺎده از واﻛﺴﻦ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲﺑﺎﻛﺘﺮي 
ﻛﻨﻮن واﻛﺴﻦ ﻫﺎي ﻣﺘﻌﺪدي ﺗﺎ. ﺑﺎﺷﺪ آن ﻣﻲﺷﺪه ﻋﻠﻴﻪ 
 ﻟﻴﻜﻦ ﻫﺮ ﻛﺪام ؛ﺗﻮﻟﻴﺪ و ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﻧﺪ
اﻛﺴﻦ داراي ﻋﻮارض ﺟﺎﻧﺒﻲ ﺑﻮده و ﺗﻼش ﺑﺮاي ﺗﻬﻴﻪ و
در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻛﻪ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر . ﺟﺪﻳﺪ ﻫﻤﭽﻨﺎن اداﻣﻪ دارد
 در AP 2-4ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﻴﺰان ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻋﻠﻴﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
ﺣﻴﻮان آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ ﭘﺲ از اﺳﺘﺨﺮاج و 
، ﺑﻪ ﻣﻮش و ﺧﺮﮔﻮش ﺗﺰرﻳﻖ 2-4ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
و  ASILE و ﻣﻴﺰان آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه ﺗﻮﺳﻂ آزﻣﻮن
  . رد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖﻟﻜﻪ ﮔﺬاري وﺳﺘﺮن ﻣﻮ
  
  :روش ﺑﺮرﺳﻲ
در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ ﺑﺮاي ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
، ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي AP ژن 2-4
 از ﺑﺎﻧﻚ ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ ﺑﺎﻛﺘﺮي APﺗﻮاﻟﻲ ﻛﺎﻣﻞ ژن 
ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪ و ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ( 387603FA-IBCN)ژن 
ﺮ  ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ و ﭘﺮاﻳﻤ #3remirpاﻓﺰارﺑﻪ ﻛﻤﻚ ﻧﺮم 
ﭘﺮاﻳﻤﺮ آﻏﺎزﻳﻦ . ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺗﻮﺳﻂ ﺷﺮﻛﺖ ﺳﻴﻨﺎژن ﺳﻨﺘﺰ ﺷﺪ
 IHmaBﻣﺤﺪوداﻻﺛﺮآﻧﺰﻳﻢ داراي ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ 
 و ﭘﺮاﻳﻤﺮ ('3tcttcggcacgaggtaaaaagcctaggcc'5)
 داراي ('3ttgccctagttcttttaaaattacttcgaa'5)ﭘﺎﻳﺎﻧﻲ 
 اﺳﺖ ﻛﻪ IIIdniHﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ آﻧﺰﻳﻢ ﻣﺤﺪوداﻻﺛﺮ 
در اداﻣﻪ .  ﺷﺪ ﺗﻌﻴﻴﻦrettuc-BEN_SBALOIBﺑﻮﺳﻴﻠﻪ 
.  ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖRCP ﺑﺎ روش AP ژن 2-4ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه از ﻣﻮﺳﺴﻪ  )ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲاﺑﺘﺪا ﺑﺎﻛﺘﺮي 
( BL )htorb ynegosyLدر ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻣﺎﻳﻊ ( رازي
 ﺳﺎﻋﺖ رﺷﺪ 42 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 73در دﻣﺎي 
اﺳﺘﺨﺮاج ژﻧﻮم و ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺎ ﻛﻤﻚ . داده ﺷﺪ
 اﻧﺠﺎم و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از روش lCaN-BATCوش ر
اﺳﭙﻜﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮي ﻏﻠﻈﺖ آن ﺗﻌﻴﻴﻦ ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﻪ ﻋﻨﻮان 
، APﺑﺮاي ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن .  اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪRCPاﻟﮕﻮ در واﻛﻨﺶ 
  2931 ﺑﻬﻤﻦ و اﺳﻔﻨﺪ/ 6، ﺷﻤﺎره 51دوره / ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺷﻬﺮﻛﺮد
  
73 
در ﻏﻠﻈﺖ ( ﺳﻴﻨﺎژن) ﭘﻠﻲ ﻣﺮاز qaT ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ RCPواﻛﻨﺶ 
 0/4 ﭘﻴﻜﻮ ﻣﻮل از ﻫﺮ ﭘﺮاﻳﻤﺮ، 0/4 ، 2lCgM ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 2
 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 16 دﻣﺎي اﺗﺼﺎل  و درsPTNd  ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر
ﻫﺎي  ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺟﻠﻮﮔﻴﺮي از ﺟﻬﺶ. ﮔﺮاد ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪ
 ufPﻧﺎﺧﻮاﺳﺘﻪ، ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﻬﺎﻳﻲ ژن ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آﻧﺰﻳﻢ 
.  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ52ﻣﺮاز ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز در ﺣﺠﻢ  ﭘﻠﻲ
 0/4 ﭘﻴﻜﻮﻣﻮل از ﻫﺮ ﭘﺮاﻳﻤﺮ، 0/4 ﺷﺎﻣﻞ RCPﻫﺮ واﻛﻨﺶ 
ﻣﺮاز   ﭘﻠﻲAND واﺣﺪ آﻧﺰﻳﻢ 0/52، sPTNdﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 
 ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ 4oSgM، RCP X01 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ 2/5 ،ufP
 ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم از ژﻧﻮم اﺳﺘﺨﺮاج 05 ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر و 2/5ﻧﻬﺎﻳﻲ 
 ﺷﺎﻣﻞ RCPﭼﺮﺧﻪ ﻫﺎي .  ﺑﻮدﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲﺷﺪه 
 درﺟﻪ 49ﻳﻚ ﻣﺮﺣﻠﻪ واﺳﺮﺷﺖ ﺷﺪن اﺑﺘﺪاﻳﻲ در دﻣﺎي 
 ﺛﺎﻧﻴﻪ، اﺗﺼﺎل ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺑﻪ رﺷﺘﻪ اﻟﮕﻮ 54ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 
 ﺛﺎﻧﻴﻪ و ﺗﻜﺜﻴﺮ 04 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 16 در دﻣﺎي
 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 27ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ در دﻣﺎي 
ﻳﻚ دﻗﻴﻘﻪ و در ﭘﺎﻳﺎن ﻳﻚ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﻬﺎﻳﻲ در دﻣﺎي 
  (.51، 41) دﻗﻴﻘﻪ ﺑﻮد 7ﺘﻲ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت  درﺟﻪ ﺳﺎﻧ27
ﺑﺮاي ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﻗﻄﻌﻪ ﺣﺎﺻﻞ از واﻛﻨﺶ 
 آﮔﺎرز، ﻣﺤﺼﻮل ، اﺑﺘﺪا ﺑﺎ ﻛﻤﻚ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ژلRCP
 ﻣﻮرد ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و ﺳﭙﺲ ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ از RCP
ﺳﭙﺲ ﺑﺮاي ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي و . ژل آﮔﺎرز ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪ
 rotceV ysaE T-MGEpﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم از وﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ 
اﺳﺘﻔﺎده α5HD  ﺳﻮﻳﻪ iloc .Eﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ  ﭘﺮوﻣﮕﺎ و ﺳﻠﻮل
ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﻴﺎن ژن، ﻗﻄﻌﺎت ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي ﺑﺮﺷﻲ . ﺷﺪ
 ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﺟﺪاﺳﺎزي و AT از ﻧﺎﻗﻞ IIIdniH و IHmaB
 ﻛﻴﺎژن ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي و در )+(a82TEpدر وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ 
 )3ED(12LB ﺳﻮﻳﻪiloc .Eﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ  ﺳﻠﻮل
ﻛﻠﻮن ﻫﺎي ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ . ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪ( negatartS)
  و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ و در ﻧﻬﺎﻳﺖRCPﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﻪ ﻛﻤﻚ 
ﻨﻈﻮر ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﻪ ﻣ(. 51،41)ﺑﺎ ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺷﺪﻧﺪ
ﺑﻴﺎن ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ، ﻛﻠﻮن ﻫﺎي ﺟﺪاﺳﺎزي ﺷﺪه ﺑﻪ ﺻﻮرت 
   ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از 001ﻳﻚ ﺷﺒﻪ، رﺷﺪ داده ﺷﺪﻧﺪ و ﻣﻴﺰان 
 ﻣﺎﻳﻊ ﺗﻠﻘﻴﺢ و ﭘﺲ BL ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ 5آن ﻫﺎ ﺑﻪ 
 ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ 006 در ﻃﻮل ﻣﻮج 0/6از رﺳﻴﺪن ﺟﺬب ﺑﻪ ﻣﻴﺰان 
، ﻣﺎده اﻟﻘﺎء (ﺑﺮاي ﺑﺪﺳﺖ آوردن ﻣﻴﺰان رﺷﺪ ﺑﺎﻛﺘﺮي)
 ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 1ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ( GTPI)ﺗﺮ ﻛﻨﻨﺪه ﭘﺮوﻣﻮ
 73 ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي 5ﺑﻪ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ اﻓﺰوده و ﺑﻪ ﻣﺪت 
  (.51، 41) درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪ
ﺑﺮاي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎن ﺷﺪه از روش 
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺳﻨﺠﻲ ﺑﺮادﻓﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ و آﻟﺒﻮﻣﻴﻦ ﺳﺮم 
 ﻧﻈﺮ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﺳﺘﺎﻧﺪارد آن در( ﺳﻴﻨﺎژن) (ASB)ﮔﺎوي 
ﺪاﺳﺎزي و ﺗﻔﻜﻴﻚ ـــﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺟﻬﺖ ﺟ. ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ
، ﻫﻤﺮاه GTPIﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎ، ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﻗﺒﻞ و ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎي 
ﺗﺤﺖ ﺷﺮاﻳﻂ دﻧﺎﺗﻮره، ( 1760MS)ﺑﺎ ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ 
 EGAP-SDSﻏﻠﻈﺖ ژل اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز . اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪﻧﺪ
  (.61) ﻣﻴﻠﻲ آﻣﭙﺮ ﺑﻮد 52ﺑﺎ ﺟﺮﻳﺎن ﺛﺎﺑﺖ  درﺻﺪ 21
ﺮﻛﻴﺐ، ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗ
  AP2-4، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ ATN-iNاز ﺳﺘﻮن 
ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ ﺑﺮ  ي و ﻧﻤﻮﻧﻪﺗﺤﺖ ﺷﺮاﻳﻂ دﻧﺎﺗﻮره ﺟﺪاﺳﺎز
  . اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪﻧﺪ درﺻﺪ21روي ژل 
 در AP ژن 2-4ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻋﻠﻴﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
ﻫﺎي ﻣﻮش و ﺧﺮﮔﻮش ﺑﻪ ﺣﻴﻮاﻧﺎت آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ، ﺑﻪ ﻧﻤﻮﻧﻪ
 AP2-4 از ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ 001 gµ و 01gµ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻣﻴﺰان 
 در ﭼﻬﺎر ﻧﻮﺑﺖ، ﺑﺎر اول ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ادﺟﻮاﻧﺖ ﻛﺎﻣﻞ و در 
ﻧﻮﺑﺖ ﻫﺎي ﺑﻌﺪي ﺑﺎ ادﺟﻮاﻧﺖ ﻧﺎﻗﺺ ﻓﺮوﻧﺪ ﺗﺰرﻳﻖ و در 
ﮔﻴﺮي ﺻﻮرت  ﻫﺎ ﺧﻮن ﻧﻬﺎﻳﺖ از ﻣﻮش ﻫﺎ و ﺧﺮﮔﻮش
ﮔﺮﻓﺖ و ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي آن ﻫﺎ ﺗﻮﺳﻂ آزﻣﺎﻳﺶ اﻻﻳﺰا 
  (.71)اﻧﺪازﮔﻴﺮي ﺷﺪ 
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻴﺎن در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﻳﻴﺪ 
 AP ﺑﺎ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺿﺪ اﻳﻤﻮﻧﻮﺑﻼتﺷﺪه از ﺗﻜﻨﻴﻚ 
ﻋﺼﺎره ﺳﻠﻮﻟﻲ ﭘﺲ از ﺑﻴﺎن ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
و ( naetorP iniM )dar-oiBﺳﻴﺴﺘﻢ وﺳﺘﺮن ﺑﻼﺗﻴﻨﮓ 
 ﻣﻴﻠﻲ 84 ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر، ﺗﺮﻳﺲ 93ﮔﻼﻳﺴﻴﻦ )ﺑﺎﻓﺮ اﻧﺘﻘﺎل 
روي ﻛﺎﻏﺬ %( 02و ﻣﺘﺎﻧﻮل  0%/730  SDSﻣﻮﻻر،
ﻛﺎﻏﺬ ﻧﻴﺘﺮو ﺳﻠﻮﻟﺰ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از . ﻟﺰ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪﻧﻴﺘﺮوﺳﻠﻮ
 ﻣﻴﻠﻲ 2/7 lCK ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر، 73 lCaN )TSBPﺑﺎﻓﺮ 
 02 ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر، ﺗﻮﻳﻴﻦ4/3O2H7.4OPH2aN ﻣﻮﻻر، 
 2 ﺷﻴﺮ ﺧﺸﻚ ﺑﻪ ﻣﺪت  درﺻﺪ5ﺣﺎوي ( Hp:7/2و % 5
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ ﭘﺲ از ﺳﻪ . ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي اﺗﺎق ﺑﻼك ﮔﺮدﻳﺪ
ﺳﺎﻋﺖ ﺑﺎ رﻗﺖ  ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ TSBPﺑﺎر ﺷﺴﺖ ﺷﻮ ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ 
      دﻛﺘﺮ ﺣﺴﻴﻦ ﻫﻨﺮي و ﻫﻤﻜﺎران                                                      آﻧﺘﻲ ژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه ﺑﺎﻛﺘﺮي2-4ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻋﻠﻴﻪ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
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 در دﻣﺎي اﺗﺎق TSBP در ﺑﺎﻓﺮ APآﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺿﺪ  1/008
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ ﭘﺲ از ﺷﺴﺖ ﺷﻮ ﻣﺠﺪد ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ . ﻣﺠﺎور ﺷﺪﻧﺪ
 از آﻧﺘﻲ 1/0002، ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ ﺑﺎ رﻗﺖ TSBP
در ﺑﺎﻓﺮ ( okaD)ﻛﺎﻧﮋوﮔﻪ ﺧﺮﮔﻮﺷﻲ و ﻣﻮﺷﻲ  ﺑﺎدي
 در دﻣﺎي اﺗﺎق ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ و در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﭘﺲ از ﺳﻪ TSBP
، ﺑﺮاي آﺷﻜﺎر ﺳﺎزي از ﺑﺎﻓﺮ TSBPﺑﺎﻓﺮ ﺑﺎر ﺷﺴﺖ ﺷﻮ ﺑﺎ 
 2O2H lµ01  و6gm BAD ﺣﺎوي 05Mmﺗﺮﻳﺲ 
 ﻣﺘﻮﻗﻒ 4OS2Hواﻛﻨﺶ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
  (.71)ﮔﺮدﻳﺪ 
 
  :ﻳﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎ
 ﺗﻜﺜﻴﺮ و AP ژن 2-4، ﻧﺎﺣﻴﻪ RCPﺑﺎ روش 
ﻣﺤﺼﻮل آن روي ژل آﮔﺎرز ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و 
ﺪف ﻣﺎ ﻫﻤﺨﻮاﻧﻲ ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ از ﻟﺤﺎظ اﻧﺪازه ﺑﺎ ژن ﻫ
  (.1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ( ) ﺟﻔﺖ ﺑﺎز0061) داﺷﺖ
ﺑﻌﺪ از ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﺎ و ﺑﺮرﺳﻲ آن ﻫﺎ روي 
 IHmaB و IIIdniHل آﮔﺎرز، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎ ﺑﺎ دو آﻧﺰﻳﻢ ژ
ﻫﻀﻢ ﺷﺪﻧﺪ ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻛﻤﻚ ﻣﺎرﻛﺮ، اﻧﺪازة ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرج 














  روي  AP ژن 2-4ﻧﺎﺣﻴﻪ  RCPﻮل ﻣﺤﺼ :1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  %1ژل آﮔﺎرز                  
ﻓﺎﻗﺪ : 3-5؛ ﺳﺘﻮن ﻫﺎي 2-4ﺣﺎوي ﻧﺎﺣﻴﻪ : 2 و 1ﺳﺘﻮن ﻫﺎي 














اﻟﮕـﻮي اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز ﻣﺤـﺼﻮل ﻫـﻀﻢ  :2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 ﺑﺎ 0061pb ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ a82TEP)+( آﻧﺰﻳﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
  %(1) روي ژل آﮔﺎرز ІHmaB   وIIIdniHدو آﻧﺰﻳﻢ 
 ﺑﺮش 0061 pb ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ a82TEPﭘﻼﺳﻤﻴﺪ : 1-5 ﺳﺘﻮن ﻫﺎي
  ﻣﺎرﻛﺮ: 6 ؛ ﺳﺘﻮن IIIdniH و ІHmaBﻫﺎي  ﺧﻮرده ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ
  
  در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﻌﺪ از ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮل ﻫﺎ و اﻟﻘﺎء 
ﺮﻓﺖ و ﭘﺲ از ﺗﻴﻤﺎر ﺧﺎم  ﺑﻴﺎن ژن ﺻﻮرت ﭘﺬﻳGTPIآن ﻫﺎ ﺑﺎ 
ﺑﺎ .  ﮔﺮﻓﺖ ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار EGAP-SDSﺑﺮ روي ژل
 درﺻﺪ اﺳﺘﻔﺎده 21ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ وزن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ از ژل 
ﻧﺎﺣﻴﻪ )ﭘﺲ از ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﺮ روي ژل، ﺑﻴﺎن ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ . ﺷﺪ












   21 EGAP-SDSاﻟﮕﻮي اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز  :3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره
   .APﺮﻛﻴﺐ درﺻﺪ ﺣﺎﺻﻞ از ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗ            
 ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺎ اﻟﻘﺎي: 2 ﺳﺘﻮن؛ GTPI اﻟﻘﺎي  ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺪون:1 ﺳﺘﻮن
ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺑﺎ ﺳﺘﻮن ﻧﻴﻜﻞ؛ : 4 و 3 ﺳﺘﻮن ﻫﺎي؛ GTPI
  (.ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز 1760MS )ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ 5 ﺳﺘﻮن
  2931 ﺑﻬﻤﻦ و اﺳﻔﻨﺪ/ 6، ﺷﻤﺎره 51دوره / ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺷﻬﺮﻛﺮد
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ﭘﺲ از اﻃﻤﻴﻨﺎن از اﻟﻘﺎء ﺑﻴﺎن ژن، ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي ﺷﺮاﻳﻂ ﺑﻴﺎن 
ﺑﺎ ﺑﻴﺎن  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ ﺷﺮاﻳﻂ
 04lm/gμ ﻣﺎﻳﻊ ﺣﺎوي BLﻛﺸﺖ ﻛﻠﻮن ﻫﺎ در ﻣﺤﻴﻂ 
در  0/6 ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺑﻪ DOﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦ، ﭘﺲ از رﺳﻴﺪن 
 1Mm ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ GTPI ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ، ﺑﺎ اﻓﺰودن 006ﻃﻮل ﻣﻮج 
 درﺟﻪ 73ﺑﻪ ﻣﺤﻴﻂ و اﻧﻜﻮﺑﻪ ﻧﻤﻮدن آن در دﻣﺎي 
 ﺑﻪ 051mprﮔﺮاد در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮدار ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  ﺳﺎﻧﺘﻲ
  . ﺳﺎﻋﺖ ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪ5ﻣﺪت 
ﻣﺎﻳﺶ ﻟﻜﻪ ﮔﺬاري وﺳﺘﺮن ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر از آز
در اﻳﻦ روش از . ﺗﺄﻳﻴﺪ ﻣﺤﺼﻮل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه ﺗﻮﺳﻂ ﻣﻮش ﻳﺎ ﺧﺮﮔﻮش 
در ﺳﺘﻮن ﺗﺴﺖ ﻛﻪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻧﻤﻮﻧﺔ ﺑﻌﺪ . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
 ﻣﺸﺎﻫﺪه 36 aDkاز ﺑﻴﺎن اﺳﺖ ﻳﻚ ﺑﺎﻧﺪ در ﻧﺰدﻳﻜﻲ 
ﺷﻮد ﻛﻪ درﺳﺘﻮن ﻛﻨﺘﺮل ﻗﺒﻞ از ﺑﻴﺎن، ﻗﺎﺑﻞ ﻣﺸﺎﻫﺪه  ﻣﻲ





  آزﻣﺎﻳﺶ ﻟﻜﻪ ﮔﺬاري وﺳﺘﺮن ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺄﻳﻴﺪ  :4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  APﻣﺤﺼﻮل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ                          
ﻧﻤﻮﻧﻪ : 2 ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز؛ ﺳﺘﻮن1760MS  ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ: 1 ﺳﺘﻮن














   APﺑﺮرﺳﻲ اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  :1ﺷﻤﺎره ﻧﻤﻮدار 
   در ﻣﻮش2-4ﻧﺎﺣﻴﻪ                     
  
ﺑﺮاي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ 
ﻣﻨﻈﻮر ارزﻳﺎﺑﻲ ﻣﺤﺼﻮل در ﻃﻮل ﻓﺮاﻳﻨﺪ ﺗﺨﻠﻴﺺ در ﺳﺮم 
ﻧﺘﺎﻳﺞ . ﺣﻴﻮاﻧﺎت اﻳﻤﻦ ﺷﺪه، از روش اﻟﻴﺰا اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﺣﺎﺻﻞ از آزﻣﺎﻳﺶ اﻟﻴﺰا ﺑﺎ
 اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي در ،ﭘﺲ از ﻫﺮ ﻣﺮﺣﻠﻪ از ﺗﺰرﻳﻖ
 DOﺑﺎﻻﺗﺮﻳﻦ . ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ ﻛﻨﺘﺮل ﻗﺎﺑﻞ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻮده اﺳﺖ
ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه از ﺗﺴﺖ در ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ ﻛﻨﺘﺮل ﺗﻔﺎوت ﻗﺎﺑﻞ 
ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺗﻴﺘﺮ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي اﻳﺠﺎد ﺷﺪه در . اي داﺷﺖ ﻣﻼﺣﻈﻪ
ﻪ ﺳﺮم ﺧﺮﮔﻮش ﻧﺴﺒﺖ ﺑ( 1ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره )ﺳﺮم ﻣﻮش 












   APﺑﺮرﺳﻲ اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  :2ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 




























در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﺑﺮاي اﻳﻤﻦ ﺳﺎزي ﻣﻮش و 
 ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه 2-4 ﻧﺎﺣﻴﻪ APﺧﺮﮔﻮش، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻋﻠﺖ اﻳﻤﻮﻧﻮژن ﺑﻮدن ادﺟﻮاﻧﺖ ﻓﺮوﻧﺪ اﺳﺘﻔﺎده 
 ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ APاﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ، اﻓﺰاﻳﺶ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺿﺪ 
در ﺳﺮم ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ، ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ؛ اﻳﻦ اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻴﺘﺮ ( GgI)
  .آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي، در ﻣﻮش ﺑﻴﺸﺘﺮ از ﺧﺮﮔﻮش ﺑﻮد
 ﻳﻚ ﺟﺰء ﺑﺴﻴﺎر APآﻧﺘﻲ ژن ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻛﻨﻨﺪه 
ﻣﻬﻢ از ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ آﻧﺘﺮاﻛﺲ اﺳﺖ، ﺑﻪ اﻳﻦ دﻟﻴﻞ ﻛﻪ اﻳﻦ 
ﻲ آﻧﺘﺮاﻛﺲ ﻧﻘﺶ اﺻﻠﻲ را ﻫﻢ ﺑﻌﺪ از ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ در اﻳﻤﻨ
(. 81)ﻛﻨﺪ  اﻳﻤﻦ ﺳﺎزي و ﻫﻢ در ﺟﺮﻳﺎن ﻋﻔﻮﻧﺖ ﺑﺎزي ﻣﻲ
 ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲﺗﻌﺪادي از آﻧﺘﻲ ژن ﻫﺎي 
ﺑﺮرﺳﻲ ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ ﺷﺎن ﺑﺮاي اﻟﻘﺎء اﻳﻤﻨﻲ ﺣﻤﺎﻳﺘﻲ ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ 
از ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ ﺗﺮﻳﻦ اﻳﻦ . ﺑﻴﻤﺎري، ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﻧﺪ
، ﭘﻠﻲ ﺳﺎﻛﺎرﻳﺪﻫﺎي Sل، ﻻﻳﻪ ﺗﻮان ﻛﭙﺴﻮ آﻧﺘﻲ ژن ﻫﺎ ﻣﻲ
ﺗﻨﻬﺎ آن . ﺎي دﻳﮕﺮ را ﻧﺎم ﺑﺮدـــﺳﻄﺤﻲ و ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫ
ﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﺑﺎ ﻳﻜﺪﻳﮕﺮ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ آﻧﺘﺮاﻛﺲ را ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
ﺳﺎزﻧﺪ، ﺑﺎﻋﺚ ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻫﺎي ﻗﺎﺑﻞ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ  ﻣﻲ
 ﺗﻨﻬﺎ آﻧﺘﻲ AP و FL، FE ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 3از . (11،91،02 )ﺷﻮﻧﺪ ﻣﻲ
ﻴﻤﺎري ﻧﻘﺶ  ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ ﺑAP اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از ﺑﺎدي ﻫﺎي
 اﻳﻦ اﻳﻤﻨﻲ در ﻧﺘﻴﺠﻪ ﺧﻨﺜﻲ ﺳﺎزي (.12-32 )ﺣﻤﺎﻳﺘﻲ دارﻧﺪ
 آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻫﺎ. (42 )اﻓﺘﺪ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ آﻧﺘﺮاﻛﺲ اﺗﻔﺎق ﻣﻲ
ﺗﻮاﻧﻨﺪ ﻣﺎﻧﻊ از اﺗﺼﺎل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ   ﻣﻲAPﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ 
رﺳﭙﺘﻮرﻫﺎي ﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺷﻮﻧﺪ و ﻳﺎ در ﺣﺎﻟﻲ ﻛﻪ ﺑﻪ 
ﺷﻮﻧﺪ، از ﺷﻜﺴﺖ ﻓﻮرﻳﻦ  رﺳﭙﺘﻮر ﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻣﺘﺼﻞ ﻣﻲ
 ﻏﻴﺮ APدر ﻫﺮ دو وﺿﻌﻴﺖ ﺣﺎﻟﺖ ﺗﺤﻮﻳﻠﻲ . ﻤﺎﻧﻌﺖ ﻛﻨﻨﺪﻣ
 FE ﻓﻌﺎﻟﻲ ﻛﻪ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻣﺘﺼﻞ ﺷﻮد APﺑﺪون . ﻓﻌﺎل اﺳﺖ
 ﻧﻤﻲ ﺗﻮاﻧﻨﺪ وارد ﺳﻠﻮل ﺷﻮﻧﺪ؛ ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﺗﺎﺛﻴﺮ FLو 
(. 02) ﺷﻮد ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ آﻧﺘﺮاﻛﺲ ﺑﺮ روي ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻣﺘﻮﻗﻒ ﻣﻲ
 ﺗﻨﻬﺎ آﻧﺘﻲ ژن ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه APﺑﻪ دﻟﻴﻞ اﻳﻨﻜﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﻲ ﺑﺎدي ﻫﺎي ﺣﻤﺎﻳﺘﻲ ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ ﺑﺮاي ﺗﺤﺮﻳﻚ ﻛﺮدن آﻧﺘ
 (AP )آﻧﺘﺮاﻛﺲ اﺳﺖ، ﺗﻤﺮﻛﺰ اﺻﻠﻲ روي اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
   (.11،52 )ﺑﺮاي ﺗﺤﻘﻴﻖ واﻛﺴﻦ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
  ﺮ رويــ ﺑAPﻪ ﻫﺎي ــﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اي ﻛﻪ ﺑﺮ روي ﻧﺎﺣﻴ
  
  ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه ادﺟﻮاﻧﺖ ﻫﻴﺪروﻛﺴﻴﺪ آﻟﻮﻣﻴﻨﻴﻮمJ/A ﻣﻮش ﻫﺎي
اﻧﺠﺎم ﺷﺪه، ﻧﺸﺎن داده اﺳﺖ ﻛﻪ ﻛﻴﻔﻴﺖ ﭘﺎﺳﺦ %( 1/3)
ﻚ ﺷﺪه ﺑﻌﺪ از اﻳﻤﻦ ﺳﺎزي ﺑﺎ ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻫﺎي اﻳﻤﻨﻲ ﺗﺤﺮﻳ
ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس  ITS ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ اﺳﭙﻮرﻫﺎي APﻧﺎﻗﺺ 
 ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ AP ﻣﺸﺎﺑﻪ ﭘﺎﺳﺦ اﻳﻤﻨﻲ ﺣﺎﺻﻞ از آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ،
ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ اﻟﺒﺘﻪ ﺑﻌﺪ از ﺑﺮرﺳﻲ ﻫﺎي ﺑﻴﺸﺘﺮ در ﻫﻤﻴﻦ  ﻛﺎﻣﻞ ﻣﻲ
ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪ ﻛﻪ ﺗﻤﺎم ﮔﺮوه ﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﺷﺎﻣﻞ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
 ﻛﺎﻣﻞ ﺣﻔﺎﻇﺖ ﺷﺪه اﻧﺪ در ﺗﺮﻛﻴﺐ ﺧﻮد ﺑﻮدﻧﺪ ﺑﻪ ﻃﻮر 4
از ﺳﻮﻳﻲ آزﻣﺎﻳﺸﺎت اﻧﺠﺎم ﺷﺪه ﺑﺎ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻫﺎي (. 62)
در ﻳﻚ . ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧﺎل، ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ را ﻧﺸﺎن داده اﺳﺖ
ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧﺎل آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺧﻨﺜﻲ ﻛﻨﻨﺪه ﻛﻪ ﺑﻪ 
 ﻣﺘﺼﻞ ﻣﻲ ﺷﺪ، ﻛﺎرآﻳﻲ ﻧﺎﻣﻨﺎﺳﺒﻲ داﺷﺖ  AP 4 و 2ﻧﺎﺣﻴﻪ 
ﻨﺪﮔﺎﻧﻪ ﺑﺮاي ﻫﺎي ﭼ ﻛﻪ ﻟﺰوم اﺗﺼﺎل آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺑﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه
اي   در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ(.72 )ﺧﻨﺜﻲ ﺳﺎزي ﻣﻄﻠﻮب را ﻧﺸﺎن ﻣﻲ دﻫﺪ
 را در ﻳﻚ ﺳﻴﺴﺘﻢ AP و ﺳﺎﻳﺮ ﻧﻮاﺣﻲ 2-4دﻳﮕﺮ، ﻧﻮاﺣﻲ 
 ﺳﻮﻳﻪ 4ﭘﺮوﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﻛﻠﻮن و اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ آن را در 
ﺳﻴﺴﺘﻢ ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘﺮوﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ . ﻣﺘﻔﺎوت ﻣﻮش ﺑﺮرﺳﻲ ﻛﺮدﻧﺪ
ژن ﺑﻴﺎن ﺷﺪه . ژن ﻫﺪف را ﺑﺎ ﻛﺎرآﻳﻲ ﺑﺴﻴﺎر ﺑﺎﻻ ﺑﻴﺎن ﻛﺮد
(. 51)ﺻﻴﺖ اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ و ادﺟﻮاﻧﺘﻲ ﺧﻮﺑﻲ را ﻧﺸﺎن داد ﺧﺎ
 ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ AP و ﻫﻤﻜﺎران ﻧﻴﺰ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ allenasaF
 اﻟﻘﺎء APﭘﺎﺳﺦ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻗﻮي را ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ آﻧﺘﻲ ژن 
 را در ﺧﺮﮔﻮش ﻫﺎي  درﺻﺪ001ﻛﻨﺪ و ﻳﻚ اﻳﻤﻨﻲ  ﻣﻲ
ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس  ﺑﻌﺪ از ﭼﺎﻟﺶ ﺑﺎ ﺳﻮﻳﻪ APاﻳﻤﻦ ﺷﺪه ﺑﺎ آﻧﺘﻲ ژن 
  .(82 ) ﻧﺸﺎن ﻣﻲ دﻫﺪآﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ
  
  : ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮي
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه از اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ و 
  ﻧﺎﺣﻴﻪAPﺑﺮرﺳﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﻧﺠﺎم ﺷﺪه، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 در ﻧﻈﺮ اﻳﻤﻮﻧﻮدوﻣﻴﻨﻨﺖ را ﻣﻲ ﺗﻮان ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻳﻚ 2-4
ﮔﺮﻓﺖ و از آن ﺑﺮاي ﻃﺮاﺣﻲ ﻳﻚ واﻛﺴﻦ ﻣﻬﻨﺪﺳﻲ ﺷﺪه 
  .اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮد
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Background and aims: Anthrax caused by bacillus anthracis, is an acute infectious disease that 
mostly occurs in herbivorous animals and in human. The vegetative format Bacillus anthracis is 
an exotoxin, which consists of three polypeptide: protective antigen (PA, 83 kDa), lethal factor 
(LF, 90 kDa) and edema factor (EF, 89kDa). PA is considered as a primary immune gen for 
development of protective immunity against anthrax. The aim of this study was the production 
of antibody raised against domain 2-4 PA in lab animals. 
Methods: In this experimental study, domain 4-2 PA gene of plasmid pXOI with BamHI and 
HindIII restriction enzyme sites, amplified by PCR and were cloned and sub cloned in the 
vectors. Vector pET28a (+) was transformed to E. coli strain BL21 (DE3). After induction with 
IPTG, PA gene expression was observed. Purified protein was injected in mice and rabbits 4 
times. Then the raised antibody was isolated from mice and rabbits sera and confirmed by 
ELISA. 
Results: The pET28a (+)/domain 2-4 expression vector confirmed by end nuclease digestion, 
PCR and sequence analysis. The expression product domain 2-4 was confirmed by SDS-PAGE 
and Western blot. Antibody in mice and rabbits sera was confirmed by ELISA. 
Conclusion: Due to PA protein being immunogenic, it could be used for vaccine design and as 
a powerful mucosal adjuvant system. 
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